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Amag:

Yiksek sistein iceren whey proteini ile 6nkosullandirma sonrasi artan
GSH seviyelerinin sicanlarda olusturulan sicak parsiyel /R mode-
lindeki koruyucu etkinligi ve hem oksijenaz-1 (H0-1) sistemi ile olan
etkilesimini arastirmak.

Durum Degerlendirmesi:

Karaciger cerrahisinde en nemli klinik problemlerden birisi iskemi/
reperfizyon (I/R) hasarinin olusmasidir. Sicak I/R hasarinda Kupffer
hiicreleri tarafindan salinan serbest oksijen radikalleri akut hepato-
selliler hasar olusturur. Bir antioksidan olan glutatyon (GSH)nun bu
hasari engelledii bilinmektedir.

Yontem:

Sprague-Dawley cinsi sicanlardan dort grup olusturuldu. Tki SHAM
grubundan birinde sicanlar whey proteini ile (WHEY SHAM; n=6) dige-
rinde ise standart yem (STD SHAM; n=6} ile li¢ hafta siire ile beslendi.
Kontrol grubunda standart yem ile beslenen sicanlara (KONTROL i/R;
n=16) ise 45'er dakikalik stirelerle selektif klempaj yontemi ile sicak
I/R hasari olusturuldu. Ayni cerrahi islem (¢ hafta whey proteini ile
dnkosullandirilan gruba da uygulandi (WHOK I/R; n=16). I/R hasari
olusturulan her iki guptaki sicanlarin yarisi (n=8] éldtrtlmeyerek yedi
glinlik sagkalimlari takip edildi. Sicanlarin kanlarinda SGOT, SGPT,
karaciger dokularinda ise GSH, malondialdehit (MDAJ, HO-1 gen eks-
presyonu 8lclimil ile apoptotik indeksin (Al] de hesaplandig histopato-
lojik incelemeleri yapildi.

Bulgular:

WHEY SHAM grubunda GSH degerlerinin STD SHAM grubuna gore
anlamli olarak yiikseldigi saptandi. KONTROL /R grubunda STD
SHAM grubuna gére serum SGOT ve SGPT degerleri ile karaciger
dokusundaki MDA seviyesi ve Al'deki gdzlenen artislarin istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptandi. Yine bu parametrelerin WHOK i/R
grubunda KONTROL I/R grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi goz-
lendi. Ancak her iki grup arasinda bir haftalik sagkalim acisindan fark
olmadi. WHOK I/R grubunda KONTROL I/R grubuna kiyasla GSH mik-
tarinin arttigr ancak buna karsin HO-1 gen ekspresyonu diizeylerinin
ise anlamli olarak distk oldugu saptandi.

Sonug:

Karaciger I/R hasarinda whey proteini ile 6nkosullandirma dokuda
GSH miktarini arttirarak koruyucu etki gostermektedir. Ancak GSH
miktarindaki artis diger bir antioksidan olan HO-1 enzim sistemini
baskilamaktadir.

Anahtar Kelimeler:

Karaciger I/R, iskemi/reperfizyon, 6nkosullandirma, whey,glutatyon,
her oksijenaz-1
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Karaciger rezeksiyonlar: sirasinda siklikla bagvurulan Pringle manevra-
sinin, karaciger dokusunda iskemiye neden oldugu ve daha sonra reper-
fiizyon sirasinda hiicre hasarina ve organ yetmezligine giden akut inflama-
tuvar bir yanita yol agtig1 bilinmektedir (1).

Sicak iskemi/reperfiizyon (i/R) hasarinda ilk iki saat icinde Kupffer hiic-
releri tarafindan indiklenen bir oksidatif stres durumu olusur. Bu fazda
Kupffer hiicreleri tarafindan salinan superoksit anyonlari ile hidrojen pe-
roksitin salinimi sonucu akut hepatoselliiler hasar ortaya cikar (2). Oksijen
varliginda serbest radikaller plazma ve organel membranlarindaki lipidlerin
peroksidasyonuna neden oldugundan endoplazmik retikulum, mitokond-
riyon ve diger mikrozomal birimlerin hasara ugramasina yol acarlar. Ser-
best radikallerin net etkisi ortaya cikislari ile elimine edilmeleri arasindaki
dengeye dayalidir. Buna gore hiicre koruyucu enzimlerin varligi ve miktari-
na bagli olarak dokular serbest radikal hasarindan az veya cok etkilenirler.
Antioksidanlar ise bu hasara karsi koruyucu olarak islev gortirler (3).

Kesilmis siitiin sivi kismi, stit serumu ya da peynir alti suyu (whey) ola-
rak bilinir. Peynir alt:1 suyunda ¢6ziiniir halde bulunan proteinler de stit
serumu proteinleri (SSP) olarak adlandirilir. Stit serumu, $-laktaglobulin,
a-laktalbumin, serum albumin ve immunuglobulinlerden olusan biyoak-
tif bir protein karisimidir. SSP siitlin diger protein fraksiyonlarina gore
daha fazla sistein icermektedir(4). SSP konsantreleri ile ve diyet yoluyla
fazla miktarda alinan sistein hiicre icinde glutatyon (GSH) sentezini arttirir
(5,6). Boylece antioksidan savunma mekanizmasinin daha etkin ¢aligmasi-
n1 saglar (6).

Diger bir koruyucu mekanizma hem oksijenaz-1 enzim (HO-1) sistemi-
dir. Bu sistem sayesinde hem konsantrasyonu azalir, biliriibin ve biliverdin
gibi antioksidan uriinler olusur. Toksik demir (Fe) ferritine katiir ve hasar
vermesi Onlenir. Karbon monoksit (CO) artist ile vazodilatasyonda artis ve
apoptozda azalma goriliir (7).

Daha oOnceki ¢alismalarda GSH’un iretiminin engellenmesinin HO-1
ekspresyonunun artmasina ve dolayis1 ile I/R hasarinin énlenmesine yol
acug gosterilmistir (7). Ancak GSH tretiminin artist saglandiginda HO-1
enziminin ekspresyonunda nasil bir degisiklik olacagi konusunda bir bilgi
yoktur. Ancak, GSH miktarinin artirilmasinin karacigerde oksidatif hasari
azalttig1 gosterilmistir (8).

Bu calismanin amaglari arasinda, klinik uygulamalara benzer bir model
oldugu dusitiniilen selektif klempaj yontemi ile olusturulan sicak (normo-
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termik) karaciger I/R hasarinda; 1. st-
canlar1 whey proteini ile beslemenin
olusturulacak I/R hasari 6ncesi GSH
miktarinda artis saglama yolu ile bir
onkosullandirma ortami saglayip sag-
lamadigini, 2. oral yol ile saglanan
GSH onkosullandirmasinin karaciger
I/R hasarini 6nleyici/tedavi edici et-
kinligini, 3. bu modelin mekanizmasi
dahilinde 6nkosullandirma ile ortam-
da artis1 saglanan GSH ile HO-1 enzim
sistemi arasindaki iliskiyi arastirmak
ve ortaya koymak yer almaktadir.

Gereg ve Yontem

Marmara Universitesi Tip Fakiil-
tesi Deney Hayvanlar: Etik Kurulu ta-
rafindan onaylanmis olan bu proje,
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi,
Biyokimya, Fizyoloji ve Patoloji Anabi-
lim Dallar1 ile i¢c Hastaliklart Anabilim
Dali, Hematoloji Bilim Dali ve Saglik
Meslek Yiiksek Okulu laboratuvarla-
rinda gerceklestirildi.

Calismada ortalama agirliklar: 220-
280 gr. olan alt1 aylik Sprague-Dawley
sicanlar kullanildi. Deney hayvanlari
12 saat gece, 12 saat giindiiz olmak
uzere %40 nem ve 20°C sicakliga sa-
hip ortamda tutuldu. Cerrahi islem
sirasinda deneklerin viicut sicakliklar
elektrikli battaniye ile sabit tutulmaya
calisildr.

Whey Besininin Haziwrlanmasi

Deneyde denature edilmemis pey-
nir altt suyunun pastorizasyon, eva-
porasyon ve kristalizasyonu sonrasi
puskirtme teknigi ile hazirlanan whey
konsantresi (Siuitas A.S., Karacabey,
Bursa) kullanildi. Toz seklindeki whey
konsantresi standart sican yemi tozu
ile 1:1 oranda karistirildi. Elde edilen
karisima %15’i kadar su eklenerek ha-
mur haline getirildi ve pellet formu
verildi. Whey besini etiivde 40°C de
dort saat bekletilerek kurutulduktan
sonra kullanima hazir hale getirildi.

Hayvanlarin Beslenmesi ve

Onkosullandirma

Standart sham (STD SHAM) gru-
bundaki sicanlar ile sagkalim analizi
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icin iskemi-reperfiizyon hasari olus-
turulduktan sonra sag birakidan tim
hayvanlara (KONTROL I/R ve WHOK
I/R) yedi giin siire ile pellet formunda-
ki standart ticari yem 6 gr/100 gr viicut
agirligr/giin olacak sekilde verildi.

Whey grubundaki tim hayvanlar
(WHEY SHAM ve WHOK I/R) iskemi-
reperfiizyon hasari Oncesi ti¢ hafta bo-
yunca +4°C’de korunan karisimdan
glinlik olarak hazirlanan whey icerikli
pelletler ile 6 gr/100 gr viicut agirhgy/
gun miktarinda beslendi.

Karaciger Iskemi/Reperfiizyon

Hasarwman Olusturulmas: ve

Ornekleme

Calismamizda siganlarin anestezisi
ketamin 100 mg/kg (Ketalar®, Ecza-
cibagt Warner Lambert, Istanbul) ve
klorpromazin 30 mg/kg (Largactil, Ec-
zacibagt Rhone Poulenc, Istanbul) int-
raperitoneal olarak verilerek saglandi.
Karin 6n duvarinin tiras edilmesini ta-
kiben orta hat kesisi yapildi. Portal alan
diseke edildikten sonra medyan ve sol
On loba giden vaskiiler pedikiile sara-
fin mikroklips yerlestirilerek selektif
klempaj ile sicak iskemi olusturuldu.
Bu islemin ardindan karin 6n duvar
3/0 ipek ile (Dogsan, Istanbul) kapatil-
d1. 45 dakikalik iskemi siiresini takiben
hafif eter anestezisi altinda insizyon
tekrar acildi ve daha Once yerlestiri-
len mikroklips alinarak reperfiizyon
saglandi. Karin tekrar ayni yontemle
kapatildi ve 45 dakikalik reperfiizyon
zamanini takiben hafif eter inhalasyon
anestezisi altinda relaparatomi sonra-
st karaciger medyan ve sol On loblart
ornekleme amacli rezeke edildi. Daha
sonra intrakardiyak ponksiyon ile kan
alinarak 6tenazi gerceklestirildi. Doku
ornekleri sivi azot icersinde dondurul-
du ve -70°C’de saklandi. Alinan kan
ornekleri santrifiij edilerek serum kis-
mi ayrildi. Serum oOrnekleri —20°C’de
saklandi. Doku 6rneklerinde GSH ve
MDA diizeyleri, HO-1 gen ekspresyo-
nu, serum Orneklerinde ise SGOT ve
SGPT calisild.

Deney Gruplar:

1) Standart yem ile beslenen
SHAM grubu (STD SHAM; n=6): Ug
hafta boyunca standart yem ile besle-
nen sicanlarda ¢alisma parametreleri-
nin normallerinin belirlenmesi amact
ile deney protokoliine uygun anestezi
altinda sadece laparotomi yapiarak
doku ve kan 6rneklemeleri yapildi.

2) Whey proteini ile beslenen
SHAM grubu (WHEY SHAM; n=6):
Uc hafta boyunca 1:1 oraninda whey
konsantresi ile zenginlestirilmis yem
ile beslenen siganlarda deney proto-
koliine uygun anestezi altinda sadece
laparotomi yapilarak doku ve kan or-
neklemeleri yapildi.

3) Standart yem ile beslenerek
karaciger iskemi/reperfiizyon hasari
gerceklestirilen grup (KONTROL I/R;
n=16): Ug hafta siire ile standart yem
ile beslenen sicanlara Uglincii hafta-
nin sonunda 45’er dakikalik iskemi
ve reperfiizyon islemi uygulandi. Bu
hayvanlarin 8 adedinde toplam 90
dakikalik I/R islemi sonrasi 6tenazi uy-
gulanarak doku ve kan 6rneklemeleri
yapildi. Bu gruptaki diger 8 hayvana
ise bir haftalik siire ile sagkalim takibi
yapildi. Takipler siiresince bu sicanlar
standart yem ile beslendi.

4) Whey proteini ile beslenerek
Onkosullandirma yapilan ve iskemi/
reperfiizyon hasar1 gerceklestirilen
grup (WHOK I/R; n=16): Uc hafta
sure ile 1:1 oraninda whey konsant-
resi ile zenginlestirilmis yem ile bes-
lenen sicanlara 45’er dakikalik iskemi
ve reperfiizyon islemi uygulandi. Bu
hayvanlarin sekiz adedine toplam 90
dakikalik I/R islemi sonrasi dtenazi uy-
gulanarak doku ve kan 6rneklemeleri
yapildi. Bu gruptaki diger sekiz hay-
vana ise bir haftalik siire ile sagkalim
takibi yapildi. Takipleri stresince bu
sicanlar standart yem ile beslendi.

Biyokimyasal Analizler

Karaciger transaminazlarinin

(SGOT/SGPT) olciimii

Kanda SGOT ve SGPT degerleri
otoanalizorde Roche Cobas Integra
700 sistemi kullanilarak olgildi.



Malondialdebit diizeyi 6lciimii

Karaciger homojenatlarinda lipid
peroksidasyonunun son triinlerinden
olan MDA diizeyleri TBARS testi ile
belirlendi. Supernatanta tiyobarbiti-
rik asit eklendikten ve 15 dakika stire
ile kaynar su banyosunda tutlduktan
sonra olusan rengin absorbansi UV-vis
spektrofotometrede (Shimadzu UV-
8110) 532 nm dalga boyunda okun-
du. Sonuclar diltisyon sabiti ile dizel-
tildikten sonra nmol/g doku seklinde
ifade edildi (9).

Total glutatyon diizeyi olciimii

Karaciger dokularinda total GSH
diizeyi modifiye Ellman proseduri
ile belirlendi. Elde edilen supernatan
ditiyonitrobenzoik asit (DTNB) ile re-
aksiyona sokulduktan sonra olusan
rengin absorbanst UV-vis spektrofo-
tometrede (Shimadzu UV-8110) 412
nm dalga boyunda okundu. Diliisyon
sabiti ile diizeltilen sonuglar umol/g
seklinde ifade edildi (10).

Hem Oksijenaz-1 Gen

Ekspresyonu Olciimii

Hafif devinimli gercek zamanli po-
limerize zincir reaksiyonu

RNA izolasyonunu takiben hemok-
sijenaz miktar tayini amaci ile daha
onceden tanimlanmis olan HO-1 m-
RNA primeri (5’-ACTTTCAGAAGGG-
TCAGGTGTCC-3’ TTGAGCAGGA-
AGGCGGTCTTAG-3") kullanildi. Bes
basamakli bir protokol benimsendi
(11):

1- Ters transkripsiyon: 61°C’de 20
dakika 1 siklus,

2- Denatiirasyon: 95°C’de 2 daki-
ka 1 siklus,

3- Amplifikasyon: 95°C’de 19 sa-
niye 45 siklus,

4- Erime egrisi analizi: 95°C’de 20
saniye 1 siklus,

5- Sogutma: 40°C’de 30 saniye 1
siklus.

Islem sirasinda bir negatif kontrol
ve dort standart kullanildi. Standart
egrinin olusumu test edildi. Sonuclar
replikasyon adedi olarak verildi .

Tablo 1: Apoptoz indeksi.

Apoptoz indeksi Apoptotik hiicre sayisi
0 0
1 1-2
2 3-5
3 6-8
4 8 den cok

Histopatolojik Inceleme

%10’'luk tamponlanmis formalin
soliisyonunda fikse edilmis karaciger
doku oOrnekleri konsantrasyonlar1 gi-
derek arttirdan etil alkol soliisyonlart
icerisinde dehidrate edildi. Toluen ile
seffaflastirildiktan sonra parafine go-
miilen parcalardan mikrotom yardimi1
ile 5 wm kalinliginda kesitler alindu.

Morfolojik degerlendirme

Kesitler semikantitatif degerlendir-
me amact ile HE, Masson — Trikrom ve
Gomori retiikilin boyasi ile boyandi.
Apoptoz, hepatoselliiler atrofi, sinu-
zoidal dilatasyon ve gozlenebilen di-
ger morfolojik degisiklikler (peliyozis,
granilom, fokal noduler hasar) aci-
sindan tiim kesitler zonal dagilim goz
Ontine alinarak degerlendirildi.

Apoptoz indeksi olciimii

Apoptoz, izole hiicrelerde hiicre
biiziismesi, kromatin yogunlasmasi,
kromatin marginasyonu, ntkleer ve
sitoplazmik fregmantasyon, apoptotik
cisimcik olusumu ile karakterize mor-
folojik degisiklikler gbz oniine alina-
rak degerlendirildi.

Apoptoz agisindan zon 3 olarak
tanimlanan perisantral alan incelendi.
Orneklerin tiimiinde bes farkli biiyiit-
me alanindaki apoptotik hiicreler sa-
yildi. Hepatosit kodonlar ve siniizoid-
lerde sayilan tiim apoptotik hiicrelerin
bese boliinmesi ile bir biiytik biiytitme
alanindaki apoptotik hiicre sayist be-
lirlendi ve bu apoptotik indeks (Al)
olarak yorumland: (Tablo 1) (12-13).

Sagkalim Analizi

iskemi-reperfiizyon hasar1 olustu-
rulan iki grupta sekizer hayvan reper-
fiizyon sonrasi 6ldirilmedi, yedi giin
sire ile gozlem altinda tutuldu. Sican-
lar, bu stire boyunca standart yem ile
beslendiler. Gozlem altindayken 6len
sicanlarin kaydi tutuldu.

Istatistik

Sonuclarin tiimi ortalama * stan-
dart sapma (SS) seklinde verildi. Grup-
lar arasi farklar “Bagimsiz iki Grupta
Esit Varyanshi t Testi” ile arastirildi.
Sagkalim karsilastirilmast ise “Kap-
lan - Meier” testi ile yapildi. p<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edil-
di. Tam istatistik analizleri SPSS 12.0
(SPSS Inc., Chicago, ABD) programi
yardimu ile gergeklestirildi.

BULGULAR

Serum SGOT ve SGPT

Diizeyleri

Deneklerin kan orneklerinde in-
celenen SGOT ve SGPT degerlerinde
whey ile beslenen SHAM grubunda
standart yem ile beslenen SHAM gru-
buna kiyasla anlamli fark olmadigt go-
riildii. I/R yapilan kontrol grubunda
ise SGOT ve SGPT degerlerinin STD
SHAM grubuna kiyasla anlamli olarak
yukseldigi saptandi. Whey ile 6nko-
sullandirilan I/R grubunun SGOT ve
SGPT degerleri KONTROL I/R grubu-
na oranla anlamli derecede diistik bu-
lundu (Sekil 1,2).
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Sekil 1: Serum SGOT duzeyleri.
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Sekil 2: Serum SGPT diizeyleri.
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*STD SHAM grubuna kiyasla; p=0.001, 1STD SHAM grubuna kiyasla; p=0.001,
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Sekil 3: Karaciger dokusunda MDA diizeyleri.

Karaciger Dokusu

Malondialdebit Diizeyleri

Deneklerin karaciger doku 6rnek-
lerinde incelenen MDA degerlerinin
whey ile beslenen SHAM grubunda
standart yem ile beslenen SHAM gru-
buna kiyasla anlamli olarak disiik
oldugu goriildii. I/R yapilan kontrol
grubunda ise MDA degerlerinin STD
SHAM grubuna kiyasla anlaml olarak
yiikseldigi saptandi. Whey ile 6nkosul-
landirilan i/R grubunun MDA degerle-
ri ise KONTROL I/R grubuna oranla
anlamli derecede diisiik bulundu (Se-
kil 3).

Karaciger Hiicre Ici Total

Glutatyon Diizeyleri

Deneklerin karaciger doku or-
neklerinde bakilan GSH degerlerinin

140

*STD SHAM grubuna kiyasla; p=0.002, tSTD SHAM grubuna kiyasla; p=0.005,

§KONTROL I/R grubuna kiyasla; p=0.001

Sekil 4: Karaciger dokusu glutatyon dizeyleri.

whey ile beslenen SHAM grubunda
standart yem ile beslenen SHAM gru-
buna kiyasla anlamli derecede ytiksek
oldugu goriildi. I/R yapilan kontrol
grubunda ise GSH degerlerinin STD
SHAM grubuna kiyasla anlamli ola-
rak yiikseldigi bulundu. Whey ile 6n-
kosullandirilan I/R grubunun GSH
degerleri ise KONTROL I/R grubuna
oranla anlamli derecede yiiksek bu-
lundu (Sekil 4).

Karaciger Dokusunda Hem

Oksijenaz-1 Geni ERspresyonu

Diizeyleri

Deneklerin karaciger doku 6rnek-
lerinde incelenen HO-1 geni replikas-
yon sayisinin whey ile beslenen SHAM
grubunda standart yem ile beslenen
SHAM grubuna kiyasla anlaml: farkli-

lik gostermedigi goriildi. I/R yapilan
kontrol grubunda ise HO-1 ekspres-
yonunun STD SHAM grubuna kiyasla
sinirda farkli olmadigi bulundu. Whey
ile onkosullandirilan I/R grubuna ait
HO-1 ekspresyon sikliginin ise KONT-
ROL I/R grubuna oranla anlamli de-
recede dusiik oldugu saptand: (Sekil
5).

Histopatolojik Degerlendirme

Morfolojik degerlendirme

sonuclar:

Deneklerin karaciger dokularin-
dan alinan ve HE ile boyanan kesit-
lerde SHAM gruplarinda normal ka-
raciger dokusu gorildi (Sekil 6,7).
Standart yem ile beslenen KONTROL
/R grubunda perisantral alanda art-
mis hepatoselliiler atrofi, sintzoidal
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*KONTROL /R grubuna kiyasla; p=0.004

Sekil 5: Karaciger dokusu HO-1 geni replikasyon adetleri.

Sekil 6: STD SHAM grubundaki sicanlarda histopatolojik olarak

karaciger dokusunun gérinimd. (HE, x10 orjinal buyitme).

Sekil 7: WHEY SHAM grubundaki sicanlarda histopatolojik olarak
karaciger dokusunun gérinimd. (HE, x10 orjinal buyitme).

Sekil 9: WHOK /R grubundaki sicanlarda histopatolojik olarak
karaciger dokusunun gérinimd. (HE, x10 orjinal buyitme).

dilatasyon, peliyozis, onkotik nekroz
ve belirgin apoptoz gorildi (Sekil 8).
WHOK I/R grubunda ise hepatoselliiler
atrofi, siniizoidal dilatasyon daha az
oranda izlendi. Onkotik nekroz ve peli-
yozis hicbir WHOK I/R grubu karaciger
kesitlerinde saptanmadi (Sekil 9).

Sekil 8: KONTROL I/R grubundaki sicanlarda histopatolojik olarak
karaciger dokusunun gdérinimu. Okla isaretli belirgin apoptotik

hicreler gérilmekte (HE, x10 orjinal blyitme).

Apoptoz indeksi olciim
sonuclar:

Genel gorintimi degerlendirmek
amact ile bakilan Al agisindan whey ile
beslenen SHAM grubu standart yem
ile beslenen SHAM grubu arasinda
bir fark saptanmadi. Standart yem ile

="

*STD SHAM grubuna kiyasla; p=0,001, tKONTROL i/R grubuna kiyasla; p=0.001

Sekil10: Karaciger dokusunda apoptotik indeks degerleri.

beslenen kontrol /R grubunda STD
SHAM grubuna kiyasla Al puant an-
lamli olarak yuksek bulundu. Whey ile
onkosullanan I/R grubunun Al puani
ise KONTROL I/R grubuna kiyasla an-
lamli olarak disik bulundu (Tablo 2,
Sekil 10).
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Tablo 2: Deney gruplarindaki sicanlara ait apoptotik indeks degerleri.
Hayvanlar STD SHAM WHEY SHAM KONTROL /R WHOK I/R
n: 1 0 0 2 0
n: 2 0 1 2 0
m: & 0 0 4 0
n: 4 0 0 2 0
n: 5 1 0 3 0
n: 6 0 0 2 0
n: 7 3 1
n: 8 3 1
Ortalama+SS 0,17£0.41 0,17£0.41 2,63+0.74 0,25£0.46
T GUNLUK SAGKALIM
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Sekil 11: Her iki I/R deney grubuna ait saglkalim grafigi (p=0.24)

Sagkalim Sonuclar:

Ug hafta siire ile whey ile zengin-
lestirilmis yemle beslenerek 6nkosul-
landirma yapilan WHOK I/R grubun-
daki sicanlarin yedi giinlik takibinde
bir adet sicanin 6ldiigii KONTROL I/R
grubunda ise toplam ti¢ adet sicanin
oldigi izlendi. Her iki grup arasinda
yedi gunliuk sagkalim agisindan istatis-
tiksel olarak anlaml fark saptanmadi
(Sekil 11).

TARTISMA

Bu calisma, kolay ve klinik olarak
uygulanabilir bir yontem olan whey
proteini ile beslenmenin ve bu sekilde
GSH oOnkosullandirmas: saglamanin
karaciger I/R hasar1 iizerine etkisini in-
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celemektedir. Karaciger hasari, temel
parametreler olan SGOT, SGPT, MDA
degerleri ve histolojik olarak Al ile ol-
clilmis ve yedi gunlik sagkalim anali-
zi yapilmustir. GSH 6nkosullandirmasi
ile karaciger I/R hasarinin engellen-
digini ilk kez gosteren bu calismada,
HO-1’in olast roli ortaya konmaya ca-
Listlmustr.

Calismamizda sicanlari Gi¢ hafta si-
resince whey proteini ile beslemenin
WHEY SHAM grubunda STD SHAM
grubuna kiyasla GSH degerlerini an-
lamlt olarak yiikselttigi ve anlamli bir
onkosullandirma sagladig gorildi.

Onkosullandirma  yapilmakstzin
olusturulan I/R grubunda (KONTROL
I/R) STD SHAM grubuna kiyasla an-

laml olarak artmis serum SGOT, SGPT
ve karaciger dokusu MDA diizeyleri ve
yine artmis apoptoz saptandi. Ayri-
ca KONTROL I/R grubunda karaciger
dokusu total GSH degerlerinin arttig1
ancak HO-1 degerlerinde anlamli bir
artis olmadigy gorilda.

Whey proteini ile dnkosullandiri-
lan I/R grubunda (WHOK I/R) standart
yem ile beslenen gruba (KONTROL
I/R) kiyasla karaciger I/R hasari bul-
gularinda anlamli diizeyde gerileme
gorildi. Serum SGOT ve SGPT deger-
leri ile karaciger dokusu MDA diizey-
lerinin azaldig: tespit edildi. Histolojik
incelemelerde ise whey ile 6nkosul-
landirmanin i/R grubunda hem genel
morfolojik ozellikler acisindan daha
az hasar1 gosteren bulgular hem de
apoptotik indekste anlamli bir azalma
saptandi. Ancak bu parametrelerdeki
diizelmelere ragmen her iki I/R grubu
arasinda sagkalim agisindan anlaml
bir fark gézlenmedi.

Karaciger dokusu GSH degerleri-
ne bakildiginda WHOK /R grubunda
KONTROL /R grubuna kiyasla istatis-
tiksel olarak anlamli artis saptandi.
HO-1 degerlerinin ise GSH 6nkosul-
landirilmast saglanan I/R grubunda
KONTROL i/R grubuna kiyasla anlamli
olarak diisiik oldugu gorildu.

Calismamizin en O©nemli deza-
vantajlarindan biri kullandigimiz 6n
kosullandirma yonteminin akut du-
rumlarda uygulanmasinin muimkiin
olmamasidir. Bu sebeple calismami-
zin klinik uygulamalara yansimasi
sadece planli ameliyatlar 6ncesi ola-
bilecektir. Karaciger dokularinda his-
topatolojik degerlendirme morfolojik
olarak yapilmis ve apoptoz miktart
olctilmiistiir. Al bakilmast ucuz ve ko-
lay bir yontemdir, ancak pargalanmis
DNAlarin terminal transferaz aracilig
ile dUTP-biotin kullanilarak isaretlen-
mesi yontemine (TUNEL) tstinligi
tartismalidir (13).

Whey ile beslenmenin etkilerinin
ikinci haftada ortaya ¢ikmaya basladigt
ve uctinct haftada maksimum dizeye
ulastigr bilindiginden calismamizda



deney hayvanlar1 U¢ hafta boyunca
whey verilerek 6nkosullandiridd: (5).
Bu onkosullandirma klinik olarak da
kolay uygulanabilecek bir yontem ol-
dugu icin tercih edildi.

Deneklerde I/R hasari olusturmak
icin sistemik vaskiiler konjesyon yap-
mamasi, hipotansiyon olusturmamast
ve mezenterik dekompresyon gerek-
tirmemesi nedeni ile selektif lobar is-
kemi modeli kullanildi. Bu yontemle
sol lob anterior ve medial segment-
lerde yaklasik toplam karaciger doku-
sunun %70’inde I/R hasari olusturul-
maktadir (14). Islem sonrast 6tenazi
yapmadigumiz sicanlarda yedi giinliik
sagkalim analizi yapildu.

Daha Once yapilan calismalarda,
GSH'un direkt kendisi veya prekiir-
sori verilerek GSH artist saglanmis ve
olusturulan karaciger i/R hasart mo-
dellerinde bu 6nkosullandirmanin ha-
sar Uzerindeki etkileri arastirilmustir.
Glantzouris ve ark. (15) normotermik
sicak I/R modellerinde GSH diizeyini
arttirdigr bilinen bir prekirsor olan
N-asetilsisteinin devamli enjeksiyo-
nunun etkisini arastirmis ve 150 mg/
kg bolus ve 10 mg/kg/saatte devaml
infiizyon seklinde verilen N-asetilsis-
teinin karaciger enzimlerindeki yuk-
selmeyi engelledigini ve intrahepatik
mikrodolasimt arttirdigini gostermis-
lerdir.

Yine bir baska calismada Schauer
ve ark.(8) juguler vene 50 umol GSH/
saat’/kg inflizyon yapilmasinin sicak
karaciger I/R modellerinde SGOT ve
SGPT degerlerini anlamli olarak azalt-
gt ve bu uygulamanin sagkalimi
uzattigini gostermislerdir. Ancak bu
calismada karacigerin histopatolojik
incelemesinde GSH infiizyonunun
herhangi bir etkisi gosterilememistir.

Biz calismamizda, bu modellerden
farkli olarak klinige uygulanmasinin
daha kolay olacagint disiindiigiimiiz
beslenme yolu ile GSH dizeyini yuk-
seltmeyi amacgladik ve diger arastir-
macilarla benzer bigimde karaciger
enzimlerindeki I/R'a baglt artigin azal-
tilabildigini gorduk.

Ote yandan, son dénemde I/R ha-
sar1 ¢alismalarinda 6nemli yer tut-
maya baslayan bir baska molekiil
HO-1’dir. HO-1’in hem konsantras-
yonunu azaltict etkisi lipid peroksi-
dasyonunu disirmekte ayrica artan
CO de NO benzeri etkisi ve prositokin
olusumunu engelleyerek apoptozu
azaltmaktadir (7).

Oksidatif stresi arttiran hipoksi, hi-
pertermi ve radyasyon gibi etkenlerin
HO-1’i aktive ettigi bilinmektedir (7).
Bu nedenle HO-1 ayni zamanda oksi-
datif stresin 6nemli indikatorlerinden
birisi olarak gosterilmektedir.

Oksidatif stres durumlarinda artan
en Onemli antioksidan olan GSH, reak-
tif oksijen bilesiklerini etkisizlestirebil-
mek i¢in hizla okside edilmektedir (6).
GSH duzeyi ile HO-1 arasindaki iliskiyi
inceleyen calismalarda, GSH’un hiicre
icinde azalmasinin bir diger antiok-
sidan olan HO-1 diizeyini arttiracag
varsayllmistir. Bu hipotezi test etmek
amaci ile GSH tiiketici maddeler kulla-
nilmug ve bunlarin HO-1 duzeyleri ile
klinik bulgulara etkisi incelenmistir.
Bu calismalardan birisinde, Andre ve
ark.(16) GSH azaltict etki icin L-bu-
tiyonin-sulfoksimin kullanmuglar ve
GSH diizeyinde diisiis sonrasit RT-PCR
ile yapuklar1 Olcimlerde HO-1 gen
ekspresyonunda artis gostermislerdir.
Horikawa ve ark. (17) yaptiklari renal
I/R caligmalarinda peritona enjeksiyon
yolu ile verdikleri L-butiyonin-sulfok-
siminin HO-1 diizeyini arttirdigini ve
beraberinde bobrek hasarinin azaldi-
g1 saptamuslardir.

Bulger (18) ise hemin gibi antiok-
sidanlart arttirmanin HO-1'i ytikselt-
tigini ve HO-1’in inflamatuvar siireci
baskidadigini gostermistir. Bir diger
calismada, HO-1’in ekstremitelerde
uygulanan deneysel I/R iglemi sonrast
arttig1 ve bu artisin karacigerde olusan
uzak organ hasarinda apoptoza karsi
koruyucu oldugu saptanmustir (19).

HO-1’in karaciger I/R hasari iize-
rine etkisini arastiran bir caligmada,
McCarter ve ark.(19) HO-1'i inhibe
etmenin sonuglarini goérmek amaci

ile iskemi olusum zamanina paralel
olarak HO inhibitori kromyum mezo-
porfirini 10 u/kg dozdan periton icine
vermiglerdir. Ilk {i¢ saatte alinan sonug-
larda karaciger enzimleri ve apoptotik
hiicre sayisinda belirgin artis oldugu-
nu ancak inhibisyonun tciinci saatte
ortadan kalkmasi ile siirecin enzimler-
de diisme ile devam ettigini ve bunun
HO-1’in I/R hasarina karst koruyucu
etkisini ispatladigini vurgulamuslardir.
Kim ve ark.(20) ise sicanlarda olustur-
duklar1 karaciger sicak I/R hasarinda
aktive olan Kupffer hiicrelerini gada-
lonyum Kkloriir ile inhibe etmisler ve
bunun sonucunda HO-1 enzim di-
zeylerinde artis olmadigini géstermis-
lerdir. Bunu da Kupffer hiicrelerinin
bloke edilmesiyle ortama reaktif ok-
sijen bilesikleri saliniminin engellen-
mesi ve HO-1 enzim aktivasyonunun
olusmamasi seklinde acgiklamaya calis-
mislardir. Bizim ¢alismamizda da or-
tamda arttiridmis olan GSH miktarinin
sonradan olusan I/R hasarinda ortaya
cikan Kupffer kaynakli reaktif oksijen
bilesiklerini yeterli miktarda etkisiz
hale getirmesi (tampone etmesi) oksi-
datif stresi en azda tutmakta, bir bagka
antioksidan olan HO-1 enzim aktivas-
yonuna (upgrading) gerek duydurma-
maktadir. Onceden ortamda artirilmis
olan GSH miktarinin I/R hasart mode-
linde iyilestirici/koruyucu etkisi daha
onceki calismalarda oldugu gibi bizim
modelimizde de gosterilmistir. Bu se-
kilde oksidatif stresin en azda tutul-
mus olmast HO-1 enzim diizeyindeki
kararliligr aciklayabilmektedir.

Goruldigi tizere yapilmis olan
calismalarda ya bir antioksidan olan
GSH'un inhibe edilmesi yolu ile HO-
1 sisteminin verdigi yanit arastirilmis
veya HO-1’i inhibe etmenin ortaya ¢i-
kardig1 hasarlar gosterilmistir. Gerek
GSH gerekse HO-1’in tek basina artisi-
nin apoptozu engelledigi ve karaciger
enzimlerindeki artisin Oniine gectigi
pek cok calismanin ortak sonucudur
(8,16-20). Bu calismalarin hepsinde
inhibitér ajanlar damar yolu ile veya
periton icine verilmistir.
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GSH artisinin karaciger dokusun-
daki HO-1 enzim sistemindeki yansi-
masi heniiz hicbir ¢alismada incelen-
memistir.

Bilgilerimiz 1s1ginda iskemi ve trav-
ma HO-1'i arttirict etkiye sahiptir. Fa-
kat baska bir antioksidanin, bizim ¢a-
lismamizda GSH’nun, koruyucu etkisi
devreye girdigi taktirde HO-1’in yine
de karaciger I/R durumuna karst yanit
verip vermeyecegi bugiline kadar bilin-
memekteydi.

Calismamiz bir antioksidan olan
GSH’nun diger calismalardakine ben-
zer bir bicimde lipid peroksidasyonu
azaltici, apoptozu engelleyici ve kara-
ciger enzimlerindeki artist distirtic
etkisini ortaya koymaktadir. Onkosul-
landirma ile olusturulan GSH artisinin
I/R hasari mekanizmasinda bir diger
antioksidan olan ve oksidatif streste
arttigt gosterilen HO-1 sisteminin ak-
tivasyonunu engelledigi calismamizin
onemli bir bulgusu olmustur.

Tim bu bulgular /R hasarinda
onceden yeterli miktarda GSH artist
saglandiginda, GSH'un reaktif oksi-
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Summary:
The effect of glutathione preconditioning on heme oxygenase-1 system established by whey
protein feeding on hepatocellular injury in a rat hepatic normothermic i/r injury model

Purpose: Oxygen radicals which are produced during reperfusion phase play a central role for hepa-
tocellular damage during ischemia/reperfusion (I/R) injury. Antioxidant strategies appear a promising
approach to prevent I/R injury. In the present study, the effect of glutathione (6SH) preconditioning estab-
lished by whey protein feeding on hepatocellular injury markers was assessed in a rat hepatic normoth-
ermic I/R injury model. The interaction between intracellular GSH content and heme oxygenase-1 (HO-1)
enzyme expression was also determined in order to understand the level of upgrading of HO-1 system in
a high GSH content environment after preconditioning.

Material and Methods: Livers of female Sprague-Dawley rats were subjected to 45/45 minutes of nor-
mothermic I/R injury. A group of rats were fed by standard chow for a three week duration before I/R
procedure [CONTROL I/R; n=16), whereas another group was fed by “whey" protein for preconditioning
(WHPR I/R; n=16] during the same period. Two SHAM groups were constituted accordingly but rats were
not subjected to I/R injury (STD SHAM and WHEY SHAM; n=6 in each). Following 45 minutes of reper-
fusion, serum transaminase levels as well as GSH, malondialdehyde (MDA] levels, apoptotic index (Al)
and HO-1 gene expression in liver tissue were determined. Half of the animals in both injury groups were
surveilled for a week without sampling.

Results: Intracellular GSH levels in WHEY SHAM group were significantly higher than those of STD
SHAM group which indicated a successful preconditioning. Preconditioning by “whey” protein feeding
prior to I/R injury (WHPR I/R) significantly ameliorated the increased levels of serum transaminase as
well as liver MDA levels and Al in CONTROL I/R group. Survival of the rats in both injury groups were not
different. “Whey" preconditioning also significantly increased GSH levels, whereas HO-1 expression was
lower when compared to rats subjected to I/R injury without preconditioning.

Conclusion: Feeding with “whey" protein successfully resulted high GSH content in rat liver. Whey pre-
conditioning ameliorated hepatic I/R injury. HO-1 enzyme seems to have a less important role in antioxi-

dant defense system when GSH production was induced prior to I/R injury.
Key Words: Liver, ischemia/reperfusion, , whey, glutathione, heme oxygenase-1
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